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RESUMO 
A procura de novas fontes de energia, limpas e sustentáveis é um dos principais desafios 
da nossa geração. O hidrogénio (H2) é provavelmente o futuro vector energético ideal. Pode 
ser produzido por microalgas e cianobactérias utilizando apenas energia solar e outros 
requisitos simples, e com a particularidade importante de captura de CO2. 
O aumento da consciencialização para os problemas ambientais causados pelo uso 
corrente de energia de combustível fóssil, tem levado à busca de alternativas. O hidrogénio é 
uma boa alternativa e a cianobactéria Anabaena sp. PCC 7120 é naturalmente capaz de 
produzir hidrogénio molecular através da fotossíntese, utilizando água e luz. No entanto, este 
H2 produzido é rapidamente consumido pela hidrogenase de consumo. 
Este trabalho avaliou a produção de hidrogénio na Anabaena sp. PCC 7120 na estirpe wild 
type (selvagem) e mutantes: hupL- (deficiente na hidrogenase de consumo), hoxH- (deficiente 
na hidrogenase bidirecional) e hupL-/hoxH- (deficiente em ambas as hidrogenases) em várias 
condições experimentais, tais como a atmosfera gasosa (árgon com ou sem adição de N2 e/ou 
adição de CO2 e atmosfera de propano), a intensidade da luminosa (4,20; 4,69  e 9,46 Klux), o 
regime de luz (contínua e com ciclos de luz/escuro de 16 h/8 h) e a concentração de níquel no 
meio de cultura. 
Para os ensaios efectuados os mutantes hupL- e hupL-/hoxH- destacaram-se das estirpes 
wild type e mutante hoxH- com máximos de produção de 62,62  e 54,82 μmolH2/mg chla/h  
para as estirpes hupL- e hupL-/hoxH- respectivamente.  Para as estirpes wild type e mutante 
hoxH- obteve-se máximos de produção de 11,4 e 4,38 μmolH2/mg chla/h respectivamente. A 
mutante hupL- apresentou a melhor produção de hidrogénio, excepto na atmosfera de árgon 
sob ciclos de 16 h de luz/8 h escuro em 4,20 Klux no período de luz, com 1 mM de 
suplementação de NiCl2 no meio de cultura, e sob uma atmosfera de propano. 
Verificou-se para todas as estirpes que uma maior intensidade de luz conduz a uma maior 
produção de hidrogénio. Este aumento da produção acontece também com a adição CO2 e/ou 
de N2 na atmosfera gasosa, e está relacionado com o aumento na diferenciação de 
heterocistos. A suplementação de níquel no meio de cultura não resulta num aumento na 
produção de hidrogénio. 
 
 
Palavras-chave: Biohidrogénio, Anabaena sp. PCC 7120, nitrogenase, mutantes hoxH-, hupL- e 
hupL-/hoxH-. 
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ABSTRACT 
The search of new, clean and sustainable energy sources is one of the main challenges of 
our generation, and probably the hydrogen (H2) is an ideal future energy carrier. It can be 
produced by microalgae and cyanobacteria using solar energy and other few requisites, with 
an important feature of CO2 sequestration.  
Increasing awareness of environmental problems caused by the current use of fossil fuel 
based energy, has led to the search for alternatives. Hydrogen is a good alternative and the 
cyanobacterium Anabaena sp. PCC 7120 is naturally able to produce molecular hydrogen, 
photosynthetically from water and light. However, this produced H2 is rapidly consumed by the 
uptake hydrogenase. 
This work evaluated the hydrogen production of Anabaena sp. PCC 7120 wild-type and 
mutants: hupL- (deficient in the uptake hydrogenase), hoxH- (deficient in the bidirectional 
hydrogenase) and hupL-/hoxH- (deficient in both hydrogenases) at several experimental 
conditions, such as gas atmosphere (argon with or without N2 and/or CO2 addition and 
propane), light intensity (4,20; 4,69 and 9,46 Klux), light regime (continuous and light/dark 
cycles 16 h/8 h) and nickel concentrations in the culture medium. 
In every assay, the hupL- and hupL-/hoxH- mutants stood out over wild-type cells and 
the hoxH- mutant with maximum production of 62,62 and 54,82 μmolH2/mg chla/h for hupL
- 
and hupL-/hoxH- respectively.  For the wild type and hoxH- mutant maximum production was 
11,4 and 4,38 μmolH2/mg chla/h respectively. Nevertheless, the hupL
- mutant showed the best 
hydrogen production except in an argon atmosphere under 16 h light/8 h dark cycles at 4,20 
Klux in the light period, with 1 mM of NiCl2 supplementation in the culture medium, and under 
a propane atmosphere. 
In all strains, higher light intensity leads to a higher hydrogen production. In addition, if 
there is a CO2 and/or N2 addition in the gas atmosphere, hydrogen production increases. This is 
related to the great increase in heterocysts differentiation, whereas nickel supplementation in 
the culture medium was not shown to increase hydrogen production.  
 
Keywords: Biohydrogen, Anabaena sp. PCC 7120, nitrogenase, mutants hoxH-, hupL-  and hupL-
/hoxH-. 
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1 INTRODUÇÃO 
As microalgas (eucariotas) e as cianobactérias (procariotas) fazem parte de um grupo 
diverso de organismos fotossintéticos (Figura 1.1) que têm sido estudados ao longo dos anos 
para a produção de compostos de alto valor acrescentado, na alimentação humana e animal, 
produtos cosméticos e farmacêuticos e, mais recentemente, para a obtençao de 
biocombustíveis (Spolaore et al., 2006; Rosenberg et al., 2008; Rajaab et al., 2008; Gouveia et 
al., 2009; Gouveia et al., 2010). 
 
 
 
 
 
  
Figura 1.1 – Diferentes espécies de microalgas que mostram a variedade fenotípica deste grupo de 
microrganismos (Marques et al., 2013). 
 
 
Uma das características mais atractiva na produção de microalgas e cianobactérias é a 
sua capacidade de fixar o CO2 atmosférico. Por cada grama de biomassa de microalgas 
produzida, cerca de 1,6 – 2 g de CO2 é mitigado (Zeng et al., 2011). 
Os biocombustíveis têm sido alvo de interesse por todo o Mundo, de forma a reduzir a 
dependência dos combustíveis fósseis. A directiva europeia 2003/30/EC promove a utilização 
de biocombustíveis e outras fontes renováveis com o intuito de substituir os combustíveis 
derivados do petróleo para o sector dos transportes em cada Estado Membro. De acordo com 
a directiva (2003/30/EC, 2003) pelo menos os seguintes produtos deverão ser considerados 
 
2 
 
biocombustíveis: bioetanol, biodiesel, biogás, biodimetiléter, bio-ETBE, bio-MTBE, 
biocombustíveis de síntese, biohidrogénio e óleo vegetal puro.  
 
Os biocombustíveis derivados de biomassa microalgal enquadram-se nos 
“biocombustíveis de terceira geração” (Figura 1.2). Estes podem resolver a maior parte das 
preocupações relativamente aos biocombustíveis de primeira e segunda geração (Sander and 
Murthy, 2010; Gouveia, 2011).  
 
BIOCOMBUSTÍVEIS
Lípidos
Amido
Bio - metano
Bio - etanol
FOTOSSÍNTESE
 
 
Figura 1.2- O papel da fotossíntese na produção de biocombustíveis (adapatado de Gouveia, 2011). 
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As principais vantagens da utilização de microalgas ou cianobactérias em relação a 
outras matérias-primas são (Wang et al., 2008) (Figura 1.3): 
 
 Maior eficiência fotossintética, aproximadamente 3-8% contra 0,5% para as plantas 
terrestres. 
 Maior capacidade de sequestração de CO2. 
 Capacidade de crescer em meio líquido (facilidade de operação) e a capacidade de 
utilizar água salgada e águas residuais, reduzindo assim o uso de água doce. 
 Não competem com terrenos aráveis para produção de alimentos. 
 A produção não é sazonal e a colheita pode ser feita ao longo de todo o ano. As 
culturas podem ser induzidas a produzir altas concentrações de matéria-prima (óleos, 
amido, biomassa). 
 Os sistemas de produção podem ser facilmente adaptados a vários níveis de 
capacidades operacionais e tecnológicas. 
 Podem ser cultivadas sem recurso à utilização de pesticidas ou fertilizantes, originando 
menos resíduos e causando menos poluição. 
 Têm um impacte ambiental mínimo, se comparado com a desflorestação. 
 A conversão de luz solar pode ser responsável por uma ampla gama de síntese de 
combustíveis: protões e electrões para o biohidrogénio, açucares e amido (para o 
bioetanol), óleos (para o biodiesel) e biomassa (para BTL e biometano), via processos 
bioquímicos, termoquímicos, químicos e de combustão directa. 
 A co-produção de produtos de alto valor acrescentado, tais como proteínas, 
polissacáridos, ácidos gordos polinsaturados, antioxidantes, biopolímeros, bioplásticos, 
produtos para a alimentação animal, humana, fertilizantes, cosméticos e produtos 
farmacêuticos (Gouveia, 2011; Bikram et al., 2013; Wulf e Kaltschmitt, 2013). 
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Figura 1.3 – Produção de energia através da conversão de biomassa microalgal usando processos 
bioquímicos, termoquímicos, químicos e de combustão directa (adaptado de Wang et al., 2008). 
 
 
1.1 Hidrogénio como vector energético 
 
O hidrogénio é um dos dois elementos naturais, que juntamente com o oxigénio, 
combinam para formar a água. O hidrogénio não é uma fonte energética, mas um vector 
energético, pois é necessário uma grande quantidade de energia para extraí-lo da água. É 
muito útil como fonte de energia compactada em baterias e pilhas de combustível (fuel cells). 
Algumas empresas desenvolvem arduamente novas tecnologias que possam utilizar 
eficientemente todo o potencial do hidrogénio. 
O hidrogénio tem um grande potencial no sector dos transportes, aplicações 
domésticas e industriais, onde tem sido explorado no uso de motores de combustão e veículos 
eléctricos alimentados por pilhas de combustível. Assim, a médio e longo prazo, é expectável 
que a necessidade de hidrogénio aumente significativamente (Benemann, 2000; Rao e 
Cammack, 2001; Abrahan, 2002; Prince and Kheshgi, 2005; Balat, 2005, 2009). 
O hidrogénio gasoso pode ser produzido de várias formas (Madamwar et al., 2000; 
Levin et al., 2004) incluindo a reformação a vapor do gás natural ou outros hidrocarbonetos, 
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gasificação ou oxidação parcial de combustíveis fósseis e biomassa. Processos não-biológicos 
químicos ou termoquímicos, a electrólise ou fotólise da água e através de processos naturais 
fermentativos e fotossintéticos. Destes métodos, a produção fotobiológica de hidrogénio por 
cianobactérias é um processo ideal, devido aos baixos requisitos nutricionais, nomeadamente 
de ar, água, sais minerais e luz como fonte principal de energia (Hall et al., 1995; Lindblad et 
al., 2002; Tamagnini et al., 2007; Ghiardi et al., 2009). 
 
1.2 Hidrogénio: principais marcos históricos 
 
O hidrogénio tem recebido muita atenção como uma opção energética renovável e 
“amiga” do ambiente para ajudar a complementar as necessidades energéticas actuais.  
 
Em 1766, o hidrogénio foi identificado como um elemento distinto pelo cientista Britânico 
Henry Cavendish depois do surgimento de hidrogénio gasoso resultante da reacção de zinco 
metálico com ácido clorídrico. Numa demonstração ao Royal Society of London, Cavendish 
aplicou uma faísca ao gás hidrogénio, resultando água. Esta constatação levou à sua última 
descoberta de que a água (H2O) é constituída por oxigénio e hidrogénio (Cavendish, 1766). 
 
 Em 1800, os cientistas ingleses William Nicholson e Sir Anthony Carlisle descobrem que 
aplicando uma corrente eléctrica à água, dá-se a produção de dois gases, oxigénio e 
hidrogénio. Este processo foi mais tarde denominado de “electrólise” (Bensaude-Vincent, 
1996). 
 
 O efeito da pilha de combustível, que combina os gases hidrogénio e oxigénio e produz 
água e corrente eléctrica foi descoberto por um químico suíço Christian Friedrich Schoenbein 
em 1838 (www.fuelcelltoday.com). 
 
 Em 1845, Sir William Grove, um cientista inglês e juiz, demonstrou a descoberta de 
Schoenbein numa escala prática, criando uma “bateria de gás” e ganhou o título de “Pai da 
pilha de combustível” pela sua descoberta (www.fuelcelltoday.com). 
 
Daí para a frente, outros marcos importantes surgiram, tais como a conversão de 
motores de combustão interna de camiões, autocarros e submarinos para o uso de hidrogénio 
ou misturas de hidrogénio (1920), até à aplicação deste combustível nas naves espaciais 
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lançadas pela NASA (1958), são alguns exemplos dos avanços na aplicação do hidrogénio 
(www.nyserda.org). 
 
 
Em 1939, um investigador alemão, Hans Gaffron, enquanto trabalhava na Universidade de 
Chicago observou que a microalga que estudava, Chlamydomonas reinhardtii (Chlorophyta), 
por vezes alternava o seu metabolismo de produção de oxigénio, para a produção de 
hidrogénio. Gaffron nunca descobriu a causa desta troca e por alguns anos outros cientistas 
falharam nas suas tentativas de descoberta (www.wired.com). 
 
No final dos anos 1990, o professor Anastasios Melis, um investigador da Universidade da 
Califórnia em Berkeley descobriu que se o meio de cultura da microalga não tem fonte de 
enxofre, o metabolismo de produção de oxigénio (fotossíntese normal) da microalga será 
inibido e dar-se-á a produção de hidrogénio (www.wired.com). A enzima responsável por esta 
reacção é a hidrogenase, no entanto, a hidrogenase perde esta função na presença de 
oxigénio. Melis descobriu que a carência de enxofre interrompe o fluxo interno de oxigénio, 
dando à hidrogenase um ambiente no qual poderá reagir, permitindo a produção de 
hidrogénio pela microalga (Melis and Chen, 2007). 
 
 Em 1999, o Royal Dutch/Shell company comprometeu-se com o hidrogénio no futuro, 
formando uma divisão do hidrogénio. As primeiras estações de abastecimento de hidrogénio 
na Europa abriram em cidades alemãs, tais como Hamburgo e Munique (www.wired.com). 
 
 
Figura 1.4 - Estação de abastecimento de hidrogénio na Islândia. 
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Pensa-se que no futuro, a água substituirá os combustíveis fósseis como principal 
recurso para o hidrogénio. O hidrogénio será distribuído por redes nacionais de transporte de 
hidrogénio, ductos de transporte e estações de abastecimento. A energia proveniente do 
hidrogénio e as pilhas de hidrogénio serão limpas, abundantes, confiáveis, acessíveis e uma 
parte integrante de todos os sectores da economia em todas as regiões dos EUA 
(www.nyserda.org).  
1.3 O custo do Hidrogénio 
 
A fim de compreender a dimensão económica do aumento de escala deste projecto 
inovador, é realizada uma análise comparativa de custos, na produção de hidrogénio. Na 
Figura 1.5 pode-se observar que o preço para o hidrogénio fotobiológico está acima dos 
praticados nos principais métodos que utilizam combustíveis fósseis que constituem 
actualmente mais de 96% da produção de hidrogénio do mundo (2,20 a 4,5€/Kg para a 
biofotólise e cerca de 1,20€/Kg a partir de gás natural) (Dunn, 2002; Njakou, 2009; Romagnoli 
et al., 2011). 
O gráfico seguinte dá uma indicação dos custos de produção de hidrogénio. 
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Figura 1.5 - Custo do hidrogénio (€/kgH2) obtido através de diferentes processos (Njakou, 2009). 
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1.4 Produção de Hidrogénio por cianobactérias 
1.4.1 Biofotólise directa 
 
A biofotólise directa envolve a reacção da fotossíntese, quando a energia solar é 
convertida a energia química (Eq.1). 
2H2O + luz → 2H2 + O2                                                                                                                             (1) 
ΔG0= +749 KJ/mol 
Os microrganismos, fotoautotróficos, usados na fotólise directa são diferentes espécies de 
algas verdes (Chlorophyta). As microalgas de água doce são frequentemente usadas na 
produção de H2, mas as algas marinhas que utilizam água salgada são também utilizadas para a 
produção de hidrogénio. A Chlamydomonas reinhardtii é a mais utilizada, além da 
Scenedesmus obliquus e Chlorella fusca (Sen et al., 2008). 
 
 
1.4.2 Biofotólise indirecta 
 
Na biofotólise indirecta, H2 e O2 são produzidos num processo de dois passos, que se 
inicia com a fotossíntese e produção de açúcares, seguindo-se um processo induzido pela luz 
no qual o açúcar e água originam H2 e CO2 (Eq. 2 e 3). 
 
6 H2O + 6 CO2 + luz → (C6H12O6)n + 6 O2                                                                                (2) 
(C6H12O6)n + 12 H2O + luz → 12 H2 + 6 CO2                                                                            (3) 
 
As cianobactérias são candidatos ideias para este processo, pois têm os requisitos nutricionais 
mais simples. As espécies mais usadas têm sido Anabaena, Oscillatoria, Calothrix e Gloeocapsa 
(Sen et al., 2008). 
 
 
A cianobactéria Anabaena sp. PCC 7120 tem a capacidade de produzir hidrogénio 
molecular em determinadas condições. A composição da biomassa e a formação de produtos 
dependem fortemente das condições de cultura, tais como os nutrientes, temperatura, pH e 
iluminação (intensidade e ciclos luz/escuro). Nas cianobactérias, a produção de hidrogénio é 
catalisada por dois tipos de enzimas, as nitrogenases e/ou as hidrogenases (Lindblad et al,. 
2002; Pinto et al., 2002; Cumino et al., 2007). 
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1.4.3 Nitrogenase e produção de hidrogénio 
 
A ausência de uma fonte de azoto no meio de cultura, e a sua presença na atmosfera, 
leva a que algumas células vegetativas se diferenciem em células especializadas, denominadas 
heterocistos (Figura 1.6). Os heterocistos possuem uma enzima fixadora de N2, que reduz 
azoto molecular a amónia, libertando hidrogénio molecular neste processo (Gordon, 1981; 
Bothe, 1982; Pinto et al., 2002;  Tamagnini et al., 2004; Yu e Takahashi, 2007). 
 
A Anabaena sp. PCC 7120 possui a enzima nitrogenase, que está confinada aos 
heterocistos (Figura 1.6)., uma célula especializada que possui uma série de características 
específicas que proporcionam um certo nível de protecção do oxigénio (Hallenbeck e 
Benemann, 2002).  
 
A ausência de uma fonte de azoto no meio de cultura e a sua presença na atmosfera 
permite à nitrogenase manter-se activa. Na ausência de uma fonte de azoto, como por 
exemplo numa atmosfera de árgon, a nitrogenase permanece activa e reage com a água para 
formar hidrogénio gasoso (Marques et al., 2011).  
 
 
 
 
Heterocistos 
Células vegetativas 
 
Figura 1.6 – Observação microscópica de células vegetativas e heterocistos (células diferenciadas) de um 
mutante de Anabaena sp. PCC 7120. Ampliação total= 1000x.  
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A estrutura interna e fisiológica das células é bastante complexa. Numa simples 
bactéria podem ocorrer mais de 2000 reacções enzimáticas (Schneider et al., 2007).De uma 
forma simplificada, a rede metabólica deverá ser reduzida aos passos mais relevantes, 
formulando estequiometrias e balanços. Na produção de hidrogénio, algumas vias metabólicas 
são especialmente importantes, nomeadamente a fotossíntese, incluindo a produção de 
oxigénio, produção de ATP e NADPH (Eq. 4). 
 
12H2O + 12NADP + 18ADP + 18P -(luz)→ 18ATP + 12NADPH2 + 6O2                                                                        (4) 
6CO2 + 12NADPH2 + 18ATP -(enzimas)→ 12NADP + 18ADP + 18P + 6H2O + C6H12O6                           (5) 
 
 
No ciclo de Calvin o ATP e NADPH são usados para a fixação de CO2 e produção de 
carbono fixo - CH2O - (Eq. 5). Até à data não se conhece exactamente que tipo de açúcar é 
formado pela Anabaena sp. PCC 7120 na fotossíntese, mas pensa-se que poderá ser a sacarose 
(Cumino et al., 2007). Alguns destes hidratos de carbono são usados pela célula para manter a 
sua actividade e para exportar para os heterocistos, essencialmente para a fixação de azoto e 
produção de hidrogénio (Figura 1.7). 
 
Célula vegetativa Heterocisto
Glicogénio
Glicogénio
 
Figura 1.7 - Esquema genérico da fotossíntese nas células vegetativas e produção de hidrogénio pelo 
mutante Anabaena sp. PCC 7120 hupL
-
 através da nitrogenase pelos heterocistos sob luz contínua 
(Cumino et al., 2007). 
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Os filamentos da cianobactéria, constituídos por células vegetativas e heterocistos 
iniciam as suas reacções. A luz incide nas células vegetativas e inicia-se a fotossíntese, que 
resulta na quebra de ligações da água e produção de oxigénio. Depois das reacções 
fotoquímicas, o dióxido de carbono presente na atmosfera é sequestrado pelas células 
vegetativas, a fim de serem fixados em hidratos de carbono – fase química (Cumino et al., 
2007). 
 
Estes hidratos de carbono são depois utilizados em vias anabólicas essenciais para a 
viabilidade celular e exportação para os heterocistos para a produção de hidrogénio. Se existir 
azoto na atmosfera, este irá ser utilizado pela nitrogenase, nos heterocistos e há uma 
consequente produção de hidrogénio que é libertado para a atmosfera (Cumino et al., 2007). 
Os heterocistos e as células vegetativas são interdependentes. Os heterocistos 
importam os hidratos de carbono e utilizam-nos como fonte de poder redutor para a 
nitrogenase. Os heterocistos não possuem o PSII (fotossistema II) e fixação do dióxido de 
carbono (Kumar et al., 2010). Estes são dependentes das células vegetativas pela fonte 
redutora de carbono (Figura 1.8). 
 
Ciclo 
de 
Calvin
Açucares
 
Figura 1.8 - Produção de hidrogénio por cianobactérias através da nitrogenase (www.fao.org). 
  
 
 A formação dos heterocistos é acompanhada por alterações no mecanismo 
fotossintético e no metabolismo do carbono para fornecer ATP e poder redutor para a fixação 
do azoto. O ATP, anteriormente mencionado, provém da degradação dos açúcares (glicólise e 
via das pentoses fosfato) e também da fotofosforilação cíclica, pelo PSI (fotossistema I), activo 
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nos heterocistos. O azoto fixado nos heterocistos é rapidamente exportado e distribuído para 
as células vegetativas mais próximas (Cumino et al., 2007; Yu e Takahashi, 2007). 
 
Numa atmosfera que contenha N2, a fixação do azoto é a reacção predominante, o H2 
torna-se um subproduto da reacção (Eq. 6). É possível obter uma maior quantidade de H2 na 
ausência de azoto molecular (Eq. 7). 
 
N2 + 8H
+ + 8e + 16ATP → 2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi                                                                         (6) 
8H+ + 8e + 16ATP → 4H2 + 16ADP + 16Pi                                                                                             (7) 
 
 
Numa atmosfera de árgon, sem N2 disponível para a fixação pela nitrogenase, todos os 
electrões são direccionados para a produção de H2 em vez de serem utilizados na sua maioria 
para a fixação de azoto molecular. Teoricamente, na ausência de N2, a taxa de produção de H2 
pela nitrogenase deverá ser quatro vezes maior, o que está de acordo com Lindblad (2002) 
onde se observou um valor superior de 3,5 vezes.  
 
 
Neste trabalho testaram-se diferentes concentrações de azoto molecular, chegando 
em alguns destes ensaios à ausência de azoto molecular. O objectivo era manter a viabilidade 
celular, uma vez que o azoto é um nutriente essencial, mas ao mesmo tempo, usar uma 
concentração mínima de azoto que não se torne competitivo com os electrões disponíveis.  
 
1.4.4 Hidrogenases e produção de hidrogénio 
 
Existem dois tipos de hidrogenases funcionais NiFe. Cada hidrogenase (de consumo ou 
uptake – Hup e bidireccional – Hox) encontradas nas cianobactérias ligam-se a um átomo de 
ferro e um átomo de níquel no seu sítio activo e tipicamente átomos de ferro adicionais 
associados a clusters de ferro e enxofre. Assim, é necessário algum níquel disponível para a 
actividade das hidrogenases nas cianobactérias. Estas enzimas são caracterizadas pela sua 
elevada sensibilidade ao oxigénio, termotolerância e alta afinidade para o hidrogénio 
(Ramchandran e Mitsui, 1984; Przybyla et al., 1992;  Vignais et al., 2001; Yu e Takahashi, 2007; 
Carrieri et al., 2008). 
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A função da enzima de consumo é recuperar poder redutor do H2 produzido pela 
nitrogenase. A enzima bidireccional tem a dupla função de produzir ou consumir H2. A função 
biológica da enzima bidireccional não está totalmente esclarecida, mas três funções foram 
sugeridas: remover o excesso de poder redutor durante fermentações anaeróbias, 
crescimento fotoautotrófico ou para fornecer electrões ao transporte de electrões da cadeia 
respiratória através da oxidação do H2 (Houchins, 1984; Schulz, 1996; Bergman et al., 1997; 
Appel e Schulz, 1998; Hansel e Lindblad, 1998; Appel et al., 2000; Tamagnini et al., 2002; 
Hallenbeck e Benemann, 2002; Angermayr et al., 2009; Ghiardi et al., 2009). 
 
Nas células vegetativas, durante a fotossíntese, o CO2 é reduzido a hidratos de 
carbono, tal como referido no subcapítulo 1.4.3. O oxigénio produzido pode inibir as enzimas 
envolvidas no metabolismo do hidrogénio, principalmente as hidrogenases, uma vez que a 
nitrogenase está protegida pelos heterocistos (Yu eTakahashi, 2007; Angermayr et al., 2009; 
Ghirardi e Mohanty, 2010). 
 
A inibição da hidrogenase de consumo leva a um aumento na produção de H2. A 
inibição da hidrogenase bidireccional poderá levar a um aumento ou decréscimo na produção 
de H2, uma vez que as células teriam ainda a enzima de consumo (Masukawa et al., 2002). 
 
Neste trabalho foram estudadas quatro estirpes da cianobactéria Anabaena sp. PCC 
7120, a estirpe selvagem e três alteradas geneticamente (Figura 1.9): 
 Anabaena sp. PCC 7120 wild type (estirpe selvagem) 
 Anabaena sp. PCC 7120 hupL – (estirpe deficiente no gene que codifica a 
hidrogenase de consumo) 
 Anabaena sp. PCC 7120 hoxH – (estirpe deficiente no gene que codifica a 
hidrogenase bidireccional) 
 Anabaena sp. PCC 7120 hupL–/hoxH – (estirpe deficiente nos genes que 
codificam as hidrogenases de consumo e bidireccional) 
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Figura 1.9 - Enzimas envolvidas no metabolismo do hidrogénio na Anabaena sp. PCC 7120 e respectivas 
alterações genéticas que levaram à inactivação das enzimas bidireccional e/ou de consumo (uptake) 
Musakawa (2002). 
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2 METODOLOGIA 
2.1 Origem das culturas 
 
Anabaena sp. PCC 7120 e mutantes (hupL–, hoxH– e hupL– /hoxH –) alterados 
geneticamente por Musakawa (2002) foram gentilmente cedidas pelo Prof. H. Sakurai através 
de um acordo MTA (Material Transfer Agreement) com Waseda University-Japan. 
2.2 Ensaios efectuados 
 
Neste trabalho estudaram-se várias condições que influenciam a produção de 
hidrogénio pela Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes, assim como algumas condições 
de cultura que conduzem à diferenciação de heterocistos, que, tanto quanto se sabe, não foi 
estudado anteriormente. As culturas foram observados ao microscópio óptico (SWIFT,  modelo 
SRL-D).  
 
Para a determinação da percentagem de heterocistos nas células vegetativas foram 
realizadas contagens a aproximadamente 500 células. 
Para a produção de H2, as culturas foram preparadas como descrito no subcapítulo 2.3 
até à fase exponencial.  
De seguida as estirpes wild type e mutantes foram transferidos para fotobiorreactores 
(frascos de vidro de 120 mL de capacidade) e foram realizados ensaios em batch, em 
duplicado. Cada fotobiorreactor continha 30 mL de cultura, e foram borbulhados por dois 
minutos com gás árgon, propano ou azoto, dependendo do ensaio. 
 
Os fotobiorreactores foram selados com rolhas de borracha e colocados numa posição 
invertida numa câmara de fitoclima P-SELECTA Hotcold-GL 2101507 a 25ºC com irradiação 
contínua a 4,20; 4,69 ou 9,46 Klux, dependendo do ensaio. Nos testes com enriquecimento 
com CO2 e N2, os gases foram adicionados diariamente com auxílio de uma seringa de gases. 
 
A fim de estudar o efeito da intensidade luminosa e regime (ciclos luz/escuro), 
atmosfera gasosa e concentração de níquel no meio de cultura na produção de hidrogénio 
pela cianobactéria Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes, foram realizados vários 
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ensaios, descritos abaixo. Como os ensaios foram realizados em batch, os gases formados não 
foram removidos (Figura 2.1). 
 
 Efeito da intensidade luminosa na produção de hidrogénio (4,20; 4,69 e 9,46 Klux) 
pela Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes 
 Efeito da adição de níquel no meio de cultura na produção de hidrogénio pela 
Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes 
 Efeito da adição de CO2 e N2 na produção de hidrogénio pela Anabaena sp. PCC 
7120 wild type e mutantes 
 Relação entre produção de hidrogénio e formação de heterocistos na Anabaena 
sp. PCC 7120 wild type e mutantes 
 Produção de hidrogénio numa atmosfera de propano pela Anabaena sp. PCC 7120 
wild type e mutantes 
 Testes de produção e consumo de gases pela estirpe mais produtiva: hupL- 
o Produção de biohidrogénio pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL-  
o Produção de oxigénio pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL-  
o Consumo de dióxido de carbono pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante 
hupL-  
o Consumo de azoto pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL-  
 
 
 
 
Figura 2.1 – Representação esquemática do fotobiorreactor no qual estão representadas algumas das 
variáveis experimentais, tais como a luz incidente, o oxigénio e hidrogénio produzidos, o dióxido de 
carbono e azoto consumidos. 
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2.3 Crescimento da Anabaena sp. PCC 7120 e mutantes 
 
A Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes cresceram num meio de cultura sem fonte 
de azoto (BG110) (ANEXO I) para estimular a actividade da nitrogenase, em frascos Erlenmeyer 
de 500 mL com ar atmosférico a 25ºC e sob iluminação contínua de 4,20 Klux, com agitação 
orbital.  
O pH foi medido com um eléctrodo Inolab level DWTW. 
A densidade óptica (DO) foi medida num espectrofotómetro Hitachi U-2000 ao 
comprimento de onda de 700 nm (ANEXO II).  
O peso seco (P.S.) foi efectuado com filtros GF/C Whatman 0,2 μm. 
A intensidade de luz foi determinada através do uso de um luxímetro Phywe Lux-Meter. 
A clorofila a foi determinada pelo método Meeks et al.,(1971), descrita no ANEXO III. 
 
2.4 Análise de gases 
 
Para os ensaios descritos nos subcapítulos 3.1 a 3.5, o hidrogénio foi analisado no 
cromatógrafo Varian CP3800 TCD (Detector de condutividade Térmica) com coluna Porapack S 
de 3m x 1/8 polegadas, com azoto como gás de arraste. De cada frasco, foram retiradas 
diariamente, amostras duplicadas de 0,2 mL. 
 
Para os ensaios descritos nos subcapítulos 3.5 e 3.6, o hidrogénio, dióxido de carbono, 
azoto e oxigénio foram analisados no cromatógrafo a Varian 430-GC TCD com coluna de sílica 
Molsieve 5a/Borabound Q tandem CP 7430. A coluna esteve a uma temperatura de 80ºC e o 
detector a 120ºC. O gás de arraste foi o árgon a um fluxo de 32,4 mL/min. De cada frasco, 
foram retiradas diariamente 0,5 mL, com uma seringa de gases para injecção no cromatógrafo. 
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3 ANÁLISE DE RESULTADOS 
 
Neste trabalho foram realizados vários ensaios com a microalga Anabaena sp. PCC 7120 
wild type e três mutantes: hupL-, hoxH- e hupL-/hoxH-, com o objectivo de seleccionar a melhor 
estirpe produtora de hidrogénio, e optimizar os parâmetros de cultura para o aumento da 
produção de hidrogénio.  
3.1 Efeito da intensidade luminosa na produção de hidrogénio 
 
A luz é a fonte de ATP nestes ensaios. Quando a luz aumenta, as células obtêm mais 
energia para a nitrogenase reduzir os iões H+ a hidrogénio molecular (H2) (Postgate, 1998). Por 
outro lado, o aumento da intensidade luminosa poderá levar à foto-oxidação das células, o que 
não se verificou neste trabalho usando a maior intensidade luminosa testada (4,69 KJlux), uma 
vez que a produção de hidrogénio aumentou com o aumento da intensidade luminosa (Figura 
3.1).  
 
 
 
Figura 3.1 – Efeito da intensidade da luz na produção de Hidrogénio pelas culturas de Anabaena sp. PCC 
7120 Wild type e mutantes, numa atmosfera de árgon, sob luz contínua a 4,20 e 4,69 Klux. Dados 
resultantes de duplicados. 
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A  Figura 3.1 mostra a produção de hidrogénio pela Anabaena sp. PCC 7120 wild type e 
mutantes sob luz contínua a 4,20  e 4,69 Klux. Estes resultados mostram que a hupL- é a 
melhor produtora nas duas intensidades luminosas testadas, e estão de acordo com 
Musakawa et al. (2002). A estirpe mutante hupL- produziu 8,2 µmolH2/mg chl a/h como 
máximo após dois dias de ensaio a 4,20 Klux, seguindo-se a estirpe hupL-/hoxH- com 3,9 
µmolH2/ mg chl a/h após dois dias de ensaio. A estirpe wild type e a hoxH
- mostraram-se 
menos produtivas, com máximos de produção de 0,9 µmolH2/ mg chl a/h e 1,9 µmolH2/ mg chl 
a/h após três dias de ensaio, respectivamente. 
Aumentando a intensidade luminosa, os melhores produtores mantêm-se, sendo a 
estirpe -,  hupL- a melhor produtora, seguindo-se a hupL-/hoxH-,  hoxH- e wild-type. 
A 4,69 Klux a produção de hidrogénio é cinco vezes maior na estirpe wild-type; 2,4; 2,5 
e 1,5 vezes maior nas estirpes mutantes hupL-/hoxH-,  hupL- e hoxH-, respectivamente em 
comparação com a intensidade de 4,20 Klux.  
 
3.2 Efeito da adição de níquel no meio de cultura na produção de Hidrogénio 
 
Tal como referido em 1.4.4, as hidrogenases (de consumo – Hup e bidireccional – Hox) 
existentes em cianobactérias encontram-se ligadas a um átomo de ferro e um átomo de níquel 
no seu sítio activo. É portanto necessário algum níquel disponível para a actividade das 
hidrogenases na cianobactéria (Carrieri et al., 2008).  
Uma vez que as hidrogenases são extremamente sensíveis ao oxigénio, usou-se luz 
descontínua num fotoperíodo de 16h luz/8h, de forma que as células consumam algum 
oxigénio na fase de respiração (no escuro), evitando a inibição das hidrogenases, sobretudo a 
hidrogenase bidireccional, que poderá contribuir para a produção de hidrogénio. 
 
A Figura 3.2 mostra a influência do níquel na produção de hidrogénio numa atmosfera 
de árgon em regime de 16h luz/8h escuro a 4,20 Klux na Anabaena sp. PCC 7120 wild type e 
mutantes.  
Verificou-se que para a mesma intensidade luminosa (4,20 Klux), usando iluminação 
contínua (Figura 3.1) ou um regime de 16h luz/8h escuro, a produção de hidrogénio aumenta 
no regime de luminosidade/escuro. No período de escuro dá-se o consumo de oxigénio, o que 
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permite uma diminuição da inibição da nitrogenase, apesar de esta enzima estar protegida 
pelos heterocistos e permite também que a hidrogenase bidireccional esteja activa para a 
produção de hidrogénio.  
 
 
Figura 3.2 – Efeito do regime luminoso e adição de níquel às culturas de Anabaena sp. PCC 7120 wild 
type e mutantes (hupL
-
, hoxH
-
, hupL
-
/hoxH
-
) numa atmosfera de árgon em regime de 16h luz/8h escuro a 
4,20 Klux no período de luz. Culturas sem adição e com adição de 0,5 e 1 μM de NiCl2 no meio de 
cultura. Dados resultantes de duplicados. 
 
 
Observou-se que de uma forma geral, a produção de hidrogénio não aumenta com a 
suplementação com níquel, nas concentrações testadas sob esta intensidade luminosa, no 
regime de regime de 16h luz/8h escuro. 
Tal como descrito por Carrieri (2008), a adição de níquel no meio de cultura da estirpe  
wild type poderá aumentar o consumo ou produção de hidrogénio, uma vez que o níquel 
poderá estimular a hidrogenase de consumo ou a hidrogenase bidireccional, que consome ou 
produz hidrogénio. 
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Verificou-se que nestas condições a estirpe wild type, após dois dias de ensaio, 
produziu um máximo de 0,92 µmolH2/mg chl a/h, sem adição de níquel. Com 0,5 µM NiCl2 no 
meio esta produz um máximo de 0,76 µmolH2/ mg chl a/h, e com 1 µM NiCl2 produz apenas 
0,42 µmolH2/ mg chl a/h. Era esperado que com a suplememetação de níquel a produção de 
hidrogénio aumentasse. Tal não se verificou, o que poderá ser explicado pela activação das 
hidrogenases de consumo e bidireccional no sentido de consumo do hidrogénio ou pela 
toxicidade celular causada pelo níquel. 
 
A estirpe hupL- não possui a hidrogenase de consumo de H2, por isto, seria esperado 
que a adição de níquel no meio de cultura aumentasse a quantidade de H2 produzida, 
estimulando a hidrogenase bidireccional no sentido da produção, o que na realidade não se 
verificou. A produção de H2 praticamente não sofreu alteração com adição de 0,5 µM NiCl2,e 
com 1µM NiCl2, a produção de H2 diminui cerca de 5 vezes, comparando com a produção sem 
adição de níquel. Este comportamento sugere que a adição de níquel favoreceu a hidrogenase 
bidireccional no sentido de consumo do H2 ou que a concentração de 1µM NiCl2 será inibitória 
ou tóxica para as células, inibindo o seu metabolismo e consequentemente um decréscimo na 
produção. 
 
Para a estirpe hupL-/hoxH- seria esperado que a adição de níquel não tivesse qualquer 
influência na produção de H2, pois esta estirpe não possui nenhuma das hidrogenases, de 
consumo ou bidireccional. Este mutante produziu 7,4 µmolH2/mg chl a/h e 8,8 µmolH2/mg chl 
a/h em meios sem suplementação e com 0,5 µM NiCl2, respectivamente. Esta diferença não é 
significativa, tendo em conta o desvio padrão das medições. No meio com 1µM NiCl2, a 
produção de H2 diminuiu cerca de 2,5 vezes, face ao meio sem adição de níquel. Este resultado 
reforça a hipótese desta concentração de níquel se tornar tóxica ou de alguma forma inibitória 
para o metabolismo da produção de H2. Alguns dos efeitos da toxicidade do níquel em 
cianobactérias foram já descritos por Asthana (1990). 
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Para a estirpe hoxH-, verificou-se um decréscimo na produção de hidrogénio de 2,8 
para 1,08 µmolH2/mg chl a/h, com a adiçao de 0,5 µM NiCl2 ao meio de cultura. Com 1µM NiCl2  
não houve produção de H2. Estes resultados estão de acordo com os resultados obtidos para 
as restantes estirpes. 
Verifica-se que a suplementação de níquel no meio de cultura nas concentrações de 
0,5 e 1µM de NiCl2  não leva a um aumento na produção de H2. Os resultados obtidos sugerem 
que nestas concentrações o níquel é inibitório ou tóxico para as estirpes em estudo, uma vez 
que a produção de hidrogénio diminui com esta adição. 
 
 
3.3 Efeito da adição de CO2 e N2 na produção de hidrogénio pela Anabaena sp. PCC 
wild type 7120 e mutantes 
 
O CO2 é essencial para a viabilidade celular, obtenção de açucares e poder redutor para 
as células, através da fotossíntese. Tal como este, o N2 é essencial para a formação de alguns 
constituintes da célula, tais como as bases azotadas do DNA e proteínas.  
Na produção de H2, o CO2 e o N2 têm um papel fundamental, pois através da fixação de 
CO2 pela fotossíntese obtém-se energia e poder redutor, que de seguida é direccionado para 
os heterocistos onde se dá a fixação de N2 e consequente produção de H2. 
O comportamento da Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes na produção de 
hidrogénio sob 4,69 Klux, com adição diária de 1% CO2 e de 1% de CO2 e 1% de N2 na fase 
gasosa estão indicados na Figura 3.3.  
 
A mutante hupL- mostra ser a melhor produtora de H2, com uma produção máxima de 
62,6 µmolH2/mg chl a/h, aproximadamente três vezes mais do que sem adição de gases 
(Tabela 3.1). Segue-se a mutante hupL-/hoxH- com um máximo de  54,8 , a wild type com 11,4  
e a mutante hoxH- com 4,4 µmolH2/ mg chl a/h, o que representa 5,8; 2,7 e 1,5 vezes mais do 
que apenas com atmosfera de árgon. 
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Figura 3.3 – Efeito da adição de CO2 e N2 na produção de hidrogénio em culturas de Anabaena sp. PCC 
7120 wild type e mutantes (hupL-, hoxH-, hupL-/hoxH-) numa atmosfera de árgon com luz contínua a 
4,69klux e com adição diária de 1% CO2 na atmosfera e de 1% CO2 e 1% N2. Dados resultantes de 
duplicados. 
 
 
 
A adição diária de 1% de CO2 e 1% de N2 mostra que a mutante hupL
- é também nestas 
condições a melhor produtora de H2, com uma taxa máxima de produção de 19,2 µmolH2/mg 
chl a/h, semelhante à produção com atmosfera de árgon e cerca de três vezes menor do que 
com adição de 1% de CO2 diariamente (Tabela 3.1). Mais uma vez a mutante hupL
-/hoxH- 
segue-se à mutante hupL- produzindo 12,5 µmolH2/mg chl a/h, que representa cerca de 1,3 
vezes mais do que sem adição de gases na atmosfera de árgon. A estirpe menos produtora de 
H2 é hoxH
- com 1,1 µmolH2/mg chl a/h.  
 
É importante referir que neste ensaio se deu a adição diária de cada um destes gases, 
independentemente do seu consumo, uma vez que com o cromatógrafo disponível não foi 
possível determinar o CO2 e azoto disponível na atmosfera. Provavelmente o azoto estaria em 
excesso, uma vez que se verifica que para a atmosfera de árgon com adição diária de 1% de 
CO2 e 1% de N2 diariamente, a taxa de produção de H2 é inferior à atmosfera de árgon com 
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adição diária de 1% de CO2. Quando o N2 está em excesso há competição pelo ATP para 
formação de amónia e H2, e consequentemente diminuição do H2 produzido. 
 
Aqui a produção de H2 dá-se essencialmente pela nitrogenase, uma vez que as células 
estão sob luz contínua, o que resulta numa maior produção de oxigénio (não contabilizado 
neste ensaio) e consequentemente na inactivação total ou parcial das hidrogenases. É possível 
que a hidrogenase bidireccional contribua nestas condições para a produção de H2, pois a 
estirpe hupL- mostra ser a melhor produtora. 
 
Tabela 3.1 – Taxa de produção máxima de hidrogénio para cada estirpe nas condições aplicadas. 
Estirpe 
4,20 Klux 
luz continua 
(µmolH2/ mg 
chl a/h) 
4,20 Klux 
16/8h 
(µmolH2/ mg 
chl a/h) 
4,20 Klux 
0.5 Ni 16/8h 
(µmolH2/ mg 
chl a/h) 
4,20 Klux 
1 Ni 16/8h 
(µmolH2/ mg 
chl a/h) 
4,69 Klux 
luz contínua 
(µmolH2/ mg 
chl a/h) 
4,69 Klux 
CO2 luz 
contínua 
(µmolH2/ mg 
chl a/h) 
4,69 Klux 
CO2+N2 luz 
contínua 
(µmolH2/ mg 
chl a/h) 
Wt 0,86 0,92 0,76 0,42 4,3 11,4 1,97 
hupL- 8,2 16,86 15,76 2 20,14 62,62 19,17 
hoxH- 1,88 2,89 1,08 0 2,86 4,38 1,14 
hupL-/hoxH- 3,9 7,4 8,8 2,87 9,43 54,82 12,47 
 
3.4 Relação entre produção de hidrogénio e formação de heterocistos 
 
Na tentativa de relacionar a produção de H2 com a frequência de heterocistos nas 
células de Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes, uma vez que nestas condições (Figura 
3.3) a produção de H2  far-se-á essencialmente pela nitrogenase, determinou-se a frequência 
de heterocistos através de contagens microscópicas. Os resultados estão indicados na Figura 
3.4. 
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Figura 3.4 – Frequência de heterocistos da Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes (hupL
-
, hoxH
-
, 
hupL
-
/hoxH
-
) expostos a luz contínua a 4,69 Klux com adição diária de 1% CO2 e de 1% CO2  e 1% N2 na 
atmosfera. Dados resultantes de duplicados. 
 
Algumas imagens microscópicas da diferenciação dos heterocistos estão indicadas na Figura 
3.5) para a estirpe mutante hupL- sob luz contínua a 4,69 Klux  numa atmosfera de árgon 
(Figura 3.5a), com a adição diária de 1% de CO2 (Figura 3.5b), com a adição diária de 1% de CO2 
e 1% de N2 (Figura 3.5c). Nas condições testadas, a adição diária de 1% de CO2 na atmosfera de 
árgon leva a um aumento da diferenciação de heterocistos, seguindo-se a atmosfera de árgon 
com adição diária de 1% de CO2 e 1% de N2, e finalmente a atmosfera de árgon é aquela que 
mostra menor efeito na diferenciação de heterocistos, para as quatro estirpes testadas. 
 
 
 
Figura 3.5 – Observação microscópica do mutante hupL
-
 exposto a luz continua a 4,69 Klux a) numa 
atmosfera de árgon, b) numa atmosfera de árgon com adição diária de 1% CO2 e c) numa atmosfera de 
árgon com adição diária de 1% CO2 e 1% N2. As setas indicam os heterocistos. Todas as fotos 
microscópicas foram tiradas com a mesma ampliação (1000x). 
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Os ensaios de produção de hidrogénio sob diferentes atmosferas gasosas (Figura 3.3) e 
diferenciação de heterocistos (Figura 3.4), mostram correspondência próxima, indicando uma 
maior correlação entre a produção de hidrogénio e a diferenciação de heterocistos, nestas 
condições. 
A estirpe hupL-/hoxH- mostra maior frequência de heterocistos (26,2%), seguindo-se a 
hupL- (19,6 %), hoxH- (19,0%) e wild type (16,4%), obtidos com adição de CO2. O aumento da 
frequência de heterocistos (mais nitrogenase) ou o aumento de percursores glicolíticos nos 
heterocistos existentes (mais ATP) induzidos pelo CO2 poderão ser responsáveis pelo aumento 
da produção de H2. 
Apesar de a melhor produtora de H2 ser a estirpe hupL
-, é na estirpe hupL-/hoxH- onde se 
verifica maior frequência de heterocistos, o que poderá ser explicado pela ausência da 
hidrogenase bidireccional, que poderá na estirpe hupL- estar a produzir H2. Na estirpe Wild 
type também se verificou um aumento na frequência de heterocistos, no entanto a produção 
de H2 permaneceu baixa, provavelmente devido ao consumo de H2 pelas hidrogenases de 
consumo e/ou bidireccional. 
A adição de CO2 e N2 não aumentou significativamente a produção de H2, apesar de 
existir maior frequência de heterocistos nestas condições. Isto poderá explicar-se pelo facto de 
ser necessária elevada quantidade de energia e poder redutor para completar a assimilação do 
N2 (Kang et al., 2005). Uma vez que neste ensaio não foi possível contabilizar o N2 presente na 
atmosfera, devido ao tipo de cromatógrafo utilizado, é possível que este gás estivesse em 
excesso, causando inibição e/ou competição pela energia e poder redutor como mencionado 
acima.  
 
3.5 Produção de hidrogénio numa atmosfera de propano 
 
Um dos grandes obstáculos à produção do biohidrogénio é o custo e complexidade nos 
processos de separação deste gás. Uma atmosfera de propano foi usada nestes ensaios, pelo 
facto de a sua separação e purificação se tornar tecnicamente mais simples e economicamente 
mais atractivo, quando comparado com atmosfera de árgon. 
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A utilização de propano como atmosfera gasosa para a produção de H2 pela Anabaena 
sp. PCC 7120 permite que as células produzam H2 (Figura 3.6). Nestas condições a estirpe hupL
-
/hoxH- produz mais H2 do que as restantes estirpes. Usando o mesmo desenho experimental 
(Figura 3.3) excepto a atmosfera gasosa com adição diária de 1% de CO2 e 1% de N2, as taxas 
de produção foram superiores na atmosfera de propano com adição diária de 1% de CO2, 
chegando a máximos de 28,3; 21,2; 4,85 e 3,44 µmolH2/ mg chl a/h para as estirpes hupL
-
/hoxH-, hupL-, wild type e hoxH-, respectivamente.  
 
Na atmosfera de propano as taxas máximas de produção de H2 que se verificam são 
19,4; 5,9; 3,82 e 0,64 µmolH2/ mg chl a/h para as estirpes hupL
-/hoxH-, hupL-, hoxH- e wild type, 
respectivamente. 
 
A adição de CO2 na atmosfera de propano aumenta a produção de H2, tal como 
verificado anteriormente no subcapítulo 3.3 para a atmosfera de árgon suplementada com 
CO2, no entanto a produção nas atmosferas de propano é menor que a produção obtida nas 
atmosferas de árgon. Em ambas as atmosferas (árgon ou propano), a disponibilidade de CO2 
no meio é essencial para o aumento da produção de H2. 
 
Devido às propriedades físico-químicas do propano, este gás é facilmente compressível 
e condensado ao estado líquido, com o H2 no estado gasoso. O O2 poderia ser previamente 
removido da atmosfera através de um agente redutor, por exemplo. No entanto, o consumo 
de propano (derivado de combustíveis fósseis) é negligenciável, e portanto a recolha e a 
reutilização será possível. É contudo necessário desenvolver estudos neste sentido. 
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Figura 3.6 – Produção de hidrogénio em culturas de Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes (hupL
-
, 
hoxH
-
, hupL
-
/hoxH
-
) com luz contínua a 4,69 Klux numa atmosfera de propano e com adição diária de 1% 
CO2 na atmosfera de propano. Dados resultantes de duplicados. 
 
 
3.6 Produção e consumo de gases pela estirpe mais produtiva: hupL- 
 
Uma vez que a estirpe mutante hupL- mostrou ser a melhor produtora de hidrogénio 
em atmosfera de árgon, seguiram-se testes de produção de H2, produção de O2, consumo de 
CO2 e consumo de N2 por esta estirpe, sob diferentes intensidades luminosas, de forma a 
verificar o aumento de produtividade ou inibição da produção.  
As intensidades luminosas testadas foram 4,20 Klux (I1); 4,69 Klux (I2) e 9,46 Klux (I3). 
As condições dos ensaios estão descritas nos materiais e métodos. As atmosferas testadas 
foram: 
- Árgon na fase gasosa (hupL) 
- Árgon na fase gasosa com 1-5% de CO2 (hupL C) 
- Árgon na fase gasosa com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 (hupL CN) 
- Árgon na fase gasosa com 1-5% de CO2 e 20% de N2 (hupL CN20) 
- Azoto na fase gasosa (hupL N) 
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3.6.1 Produção de biohidrogénio pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL-  
 
Sob a intensidade luminosa mais baixa testada (I1 ou 4,20 Klux), a adição de 1-5% de 
CO2 diariamente e a adição de 1-5% de CO2 com 1-5% de N2 apresentam taxas de produção de 
hidrogénio muito próximas, atingindo 27,70 e 25,44 μmolH2/mg chla/h, respectivamente. A 
atmosfera CN20 (1-5% de CO2 e 20% de N2 na atmosfera de árgon) apresenta um máximo de 
produção de hidrogénio de 9,3 μmolH2/mg chla/h. Numa atmosfera de 100% de N2 a produção 
de hidrogénio é 0 μmolH2/mg chla/h ou muito próximo de zero (Figura 3.7). 
 
Sob a intensidade luminosa de 4,69 Klux, a condição onde se obtêm melhores taxas de 
produção de hidrogénio verifica-se em 1-5% de CO2 na atmosfera de árgon atingindo 35,06 
μmolH2/mg chla/h. Segue-se a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 com 23,05 
μmolH2/mg chla/h de taxa máxima de produção. As atmosferas de árgon com 1-5% de CO2 e 
20% de N2 e 100% de árgon apresentam máximos de 13,07 μmolH2/mg chla/h e 13,0 
μmolH2/mg chla/h, respectivamente. Tal como para 4,20Klux, a taxa de produção de 
hidrogénio na atmosfera de 100% de N2 é próxima de 0 μmolH2/mg chla/h. 
 
 
Sob 9,46 Klux, a condição na qual se obtém maior taxa de produção de hidrogénio é a 
atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2, atingindo um máximo de 62,35 
μmolH2/mg chla/h. Segue-se a atmosfera de árgon com adição de 1-5% de CO2 com um 
máximo de produção de hidrogénio de 34,43 μmolH2/mg chla/h. Segue-se em terceiro, tal 
como para 4,20 Klux e 4,69 Klux, a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 20% de N2 com um 
máximo de produção de 16,30 μmolH2/mg chla/h. Na atmosfera de árgon obteve-se um 
máximo de 5 μmolH2/mg chla/h. Tal como nas intensidades luminosas inferiores, a produção 
de hidrogénio numa atmosfera de 100% de N2 é nula. 
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Figura 3.7 – Produção de hidrogénio em culturas de Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutante hupL
-
, 
sob diferentes intensidades luminosas (4,20 Klux – I1; 4,69 Klux – I2; 9,46 Klux – I3) e sob diferentes 
atmosferas gasosas (hupL: atmosfera de árgon; hupL C: 1-5% de CO2; hupL CN: 1-5% de CO2 e 1-5% de 
N2; hupL CN20: 1-5% de CO2 e 20% de N2; hupL N: atmosfera de 100% de N2). 
 
 
 
Verifica-se que de uma forma geral à medida que a intensidade luminosa aumenta, a 
produção de biohidrogénio também aumenta. Isto verifica-se para as atmosferas de árgon 
com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 e árgon com 1-5% de CO2 e 20% de N2.  
 
Para a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 dá-se um aumento na produção de 4,20 
Klux para 4,69 Klux, mas aos 9,46 Klux mantém-se a mesma produção que em 4,69 Klux. Estes 
dados sugerem que para 9,46 Klux existirá um reagente limitante que será o azoto, assim 
como para a atmosfera de 100% de árgon, que terá como limitantes o carbono e azoto, uma 
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vez que a produção de biohidrogénio diminui com o aumento da intensidade luminosa de 4,69 
para 9,46 Klux. 
  
 
 Por outro lado, verifica-se que a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 20% de azoto 
tem uma produção de biohidrogénio inferior à atmosfera atmosfera de árgon com 1-5% de 
CO2, o que será explicado pelas reacções da nitrogenase indicadas pelas Eq. 6 e Eq.7 no 
subcapítulo 1.4.3.  
 
Numa atmosfera que contenha N2, ou excesso deste gás, a fixação de azoto é a 
reacção predominante e o H2 torna-se um subproduto da reacção. É possível obter uma maior 
quantidade de H2 na ausência de azoto molecular.  
 
 
É importante existir nestas condições um compromisso de adição de azoto, pois na sua 
ausência ou limitação as células produzirão maior quantidade de biohidrogénio, mas 
permanecerão viáveis durante menos tempo, uma vez que não existem compostos azotados 
que permitem a manutenção e viabilidade celular para compostos tais como os ácidos 
nucleicos, proteínas, etc… Por outro lado, se o objectivo for apenas a produção de hidrogénio, 
num aspecto industrial, este processo será possivelmente desenvolvido em batch, na tentativa 
de se obter taxas de produção máximas de biohidrogénio. 
 
 
3.6.2 Produção de oxigénio pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL-  
 
A produção de oxigénio resultante da iluminação a 4,20 Klux foi semelhante para as 
atmosferas de 1-5% de CO2 no árgon, assim como para 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 no árgon, 
sendo de 46,5 e 43,96 μmolO2/mg chla/h, respectivamente. Na atmosfera de 1-5% de CO2 e 
20% de N2 no árgon obteve-se uma taxa máxima de produção de oxigénio de 16,35 μmolO2/mg 
chla/h. Na atmosfera de árgon a taxa máxima de produção foi de 6,91 μmolO2/mg chla/h 
enquanto que na atmosfera de 100% de N2 apenas se obteve um máximo de produção de 3,75 
μmolO2/mg chla/h para esta intensidade luminosa (Figura 3.8). 
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Ao contrário do que seria esperado, em algumas das condições testadas quando se 
aumenta a intensidade luminosa, a taxa de produção de oxigénio diminui, como é o caso da 
cinobactéria sob 4,69 Klux nas atmosferas de 1-5% de CO2 em árgon e a atmosfera de 1-5% de 
CO2 e 1-5% de N2 em árgon que apresentam 35,47 e 30,55 μmolO2/mg chla/h, repectivamente.  
 
A atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 20% de N2 com o aumento de 4,20 para 4,69 
Klux praticamente não há alteração na produção de oxigénio (16,35 para 17,81 μmolO2/mg 
chla/h). Na atmosfera de 100% de N2 obteve-se um máximo de produção de 5,63 μmolO2/mg 
chla/h sob 4,69 Klux (Figura 3.8). 
 
 
 
Figura 3.8 - Produção de oxigénio em culturas de Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutante hupL
-
, sob 
diferentes intensidades luminosas (4,20 Klux – I1; 4,69 Klux – I2; 9,46 Klux – I3) e sob diferentes 
atmosferas gasosas (hupL: atmosfera de árgon; hupL C: 1-5% de CO2; hupL CN: 1-5% de CO2 e 1-5% de 
azoto; hupL CN20: 1-5% de CO2 e 20% de N2; hupL N: atmosfera de 100% de N2). 
 
Sob 9,46 Klux, o máximo de produção de oxigénio é de 69,94 μmolO2/mg chla/h para a 
atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2, condição na qual se dá o máximo de 
produção de hidrogénio (Figura 3.8). Seguem-se as atmosferas de árgon com 1-5% de CO2, a 
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atmosfera de árgon com adição de 1-5% de CO2 e 20% de N2 com 40,13 e 24,81 μmolO2/mg 
chla/h, respectivamente. Por último, a atmosfera de árgon e a atmosfera de azoto com taxas 
de produção máxima de 5,07 e 0,58 μmolO2/mg chla/h, respectivamente. 
 
Estes resultados mostram que a fotossíntese produzida pela Anabaena sp. PCC 7120 
wild type e mutantes através da nitrogenase, tal como descrito na bibliografia, está 
relacionada com a fotossíntese. A fotossíntese, por outro lado está directamente relacionada 
com a quantidade de luz que chega às células. Na fotossíntese dá-se a produção de oxigénio e 
hidratos de carbono. O oxigénio é libertado para a atmosfera, enquanto que os hidratos de 
carbono são direccionados para os heterocistos e para a viabilidade celular. 
 
3.6.3 Consumo de dióxido de carbono pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL-  
 
Para as três intensidades luminosas testadas, o consumo de CO2 para as atmosferas de 
árgon com 1-5% de CO2 e de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 variam entre 30,9  e 59 
μmol CO2/mg chla/h. Na atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 20% de N2 verifica-se um 
consumo de CO2 mais baixo, na ordem dos 13,5 e 15,6 μmol CO2/mg chla/h (Figura 3.9). 
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Figura 3.9 – Consumo de CO2 em culturas de Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutante hupL
-
, sob 
diferentes intensidades luminosas (4,20 Klux – I1; 4,69 Klux – I2; 9,46 Klux – I3) e sob diferentes 
atmosferas gasosas (hupL C: 1-5% de CO2; hupL CN: 1-5% de CO2 e 1-5% de N2; hupL CN20: 1-5% de CO2 
e 20% de N2). 
 
Sob 4,20 Klux, o consumo máximo de CO2 foi igual para as as atmosferas de árgon com 
1-5% de CO2 e a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 (46 μmol CO2/mg chla/h) 
às 28h de ensaio, tendo depois desse tempo, a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 uma taxa 
de consumo ligeiramente acima, mas com o mesmo padrão. A atmosfera de árgon com 1-5% 
de CO2 e 20% de N2 teve um máximo de consumo de CO2 às 29h de ensaio, na ordem dos 13,5 
μmol CO2/mg chla/h.  
 
Sob 4,69 Klux, a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 é a que apresenta 
maior consumo de CO2, atingindo 59 μmol CO2/mg chla/h às 18 horas de ensaio. Segue-se a 
atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 com 30,9 μmol CO2/mg chla/h e por último a atmosfera 
de árgon com 1-5% de CO2 e 20% de N2 com um consumo de 15,6 μmol CO2/mg chla/h. 
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Sob 9,46 Klux, as atmosferas de árgon com 1-5% de CO2 e árgon com 1-5% de CO2 e 1-
5% de N2 apresentam consumos de CO2 semelhantes, com máximos de 50  e 51 μmol CO2/mg 
chla/h, respectivamente, às 26 horas de ensaio. A atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 20% 
de N2 teve um máximo de 14,4 μmol CO2/mg chla/h às 79 horas de ensaio. 
 
 
 Tal como para a produção de H2 e de O2, verifica-se que o consumo de CO2 aumenta 
com a intensidade luminosa a que as células são submetidas. Os consumos de CO2 nas 
atmosferas de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 apresentam consumos de CO2 
semelhantes para as intensidades luminosas testadas. 
 
 
3.6.4 Consumo de azoto pela Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL-  
 
Numa atmosfera de 100% de azoto, qualquer que seja a intensidade luminosa 
aplicada, os consumos de azoto são muito baixos (menor que 14,7 μmol N2/mg chla/h), o que 
sugere que esta atmosfera se torna inibitória. O metabolismo da cianobactéria fica 
praticamente inactivo, como se pode ver pelo comportamento da cianobactéria, tanto na 
produção de oxigénio e hidrogénio, como no consumo de dióxido de carbono e azoto. O 
consumo de N2 nesta atmosfera apresenta um desvio padrão elevado, sendo algumas das 
vezes de 100%. Isto deve-se ao baixo consumo, mas também à baixa sensibilidade do 
cromatógrafo utilizado, para análise deste gás. Estes dados são apresentados no ANEXO IV 
devido aos elevados desvios padrão. 
 
Sob 4,20 Klux na atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 20% de a N2 verifica-se um 
maior consumo de azoto do que na atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2, tendo 
como máximo de consumo 9,5 e 3,1 μmol N2/mg chla/h, respectivamente. 
 
Sob 4,69 Klux é a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 que apresenta 
maior consumo de azoto, com 14,8 μmol N2/mg chla/h. A atmosfera de árgon com 1-5% de 
CO2 e 20% de N2 a 4,69 Klux tem um consumo máximo de 4 μmol N2/mg chla/h (Figura 3.10). 
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Para a máxima intensidade luminosa testada (9,46 Klux), o consumo de azoto na 
atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 1-5% de N2 é muito semelhante ao consumo para a 
menor intensidade luminosa testada, apresentado um máximo de 3,0 μmol N2/mg chla/h às 
19h de ensaio. Para a atmosfera de árgon com 1-5% de CO2 e 20% de N2 o consumo máximo é 
de 2,7 μmol N2/mg chla/h às 27h de ensaio. 
 
 
 
 
Figura 3.10 - Consumo de N2 em culturas de Anabaena sp. PCC 7120 mutante hupL
-
, sob diferentes 
intensidades luminosas (4,20 Klux – I1; 4,69 Klux – I2; 9,46 Klux – I3) e sob diferentes atmosferas gasosas 
(hupL CN: 1-5% de CO2 e 1-5% de N2; hupL CN20: 1-5% de CO2 e 20% de N2). 
 
O consumo de azoto é essencial para manter a viabilidade celular, no entanto, quanto 
maior a disponibilidade de azoto na atmosfera, menor a produção de hidrogénio, como se 
pôde verificar no subcapítulo 3.6.1. Se existisse azoto disponível no meio líquido, sob forma de 
nitrato ou amónia, por exemplo, a produção de hidrogénio pela nitrogenase seriam nula, pois 
uma vez disponível azoto dissolvido no meio não se dá a formação de heterocistos e 
consequentemente não existe a enzima nitrogenase nem produção de hidrogénio por esta via. 
 
38 
 
 
39 
 
4 CONCLUSÕES 
 
A produção biológica de hidrogénio é importante como um futuro recurso energético 
renovável. 
Na produção fototrófica de H2 pela Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes é 
essencial a ausência de oxigénio e baixas concentrações de azoto.  
Entre as quatro estirpes da cianobactéria Anabaena sp. PCC 7120 wild type e mutantes 
testadas, a mutante hupL- destacou-se como a melhor produtora de hidrogénio, excepto sob 
atmosfera de árgon em ciclos de 16h de luz/ 8 h de escuro a 4,20 Klux no período de luz e 
suplementação de 1 μM de NiCl2. Na atmosfera de gás propano a mutante hupL
-/hoxH- 
também se mostrou mais produtiva do que a mutante hupL-.  
O uso do propano como atmosfera gasosa poderá ser uma boa alternativa, uma vez 
que em teoria os processos de separação e purificação seriam mais simples e provavelmente 
economica e tecnicamente mais viáveis. No entanto outros estudos serão necessários, além de 
que neste trabalho se obteve produções de biohidrogénio muito superiores noutras condições. 
Os ciclos de luz/escuro aumentam a produção de hidrogénio, no entanto a adição de 
níquel no meio de cultura para aumentar a produção de hidrogénio estimulando a hidrogenase 
não se verificou.  
Numa atmosfera de árgon com adição diária de 1% CO2 mostrou que a produção de 
hidrogénio aumenta, assim como a frequência de heterocistos, sugerindo uma relação entre 
os dois parâmetros.  
Para as três intensidades luminosas testadas (4,20; 4,69 e 9,46 Klux) a maior 
intensidade mostrou ser a melhor para a produção de biohidrogénio, atingindo 62,35 μmol 
H2/mg chla/h. A adição de azoto na atmosfera pode aumentar a produção de hidrogénio, se 
não estiver em excesso (1-5% na atmosfera). Se o azoto estiver em excesso, este requererá 
ATP para a produção de amónia e restarão menos ATP para a formação de biohidrogénio. 
Numa atmosfera de 100% de azoto, para qualquer intensidade testada, as produções são 
próximas de zero. Sem adição de carbono ou azoto na atmosfera de árgon, a 4,69 Klux há uma 
maior produção de hidrogénio do que a 9,46 Klux, sugerindo que 9,46 Klux nestas condições 
poderá torna-se inibitório. 
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A fim de aumentar o rendimento de produção de hidrogénio, a biomassa de Anabaena 
residual recuperada após o processo de produção de hidrogénio fototrófico, poderá ser usada 
em processos de aproveitamento e rentabilização da biomassa, como por exemplo a 
fermentação, pirólise, combustão, etc.  
As taxas de produção não são ainda suficientemente boas para aplicar este processo 
por si só industrialmente. De forma a produzir biohidrogénio no futuro, de forma 
economicamente viável, mais investigação será necessária desenvolver neste campo. Além 
disso, os biorreactores deverão ser estudados e desenvolvidos com o objectivo de aumentar a 
produtividade e separação de gases. Técnicas para uma produção contínua e monitorização da 
cultura e produção de hidrogénio deverão ser também desenvolvidas.  
A engenharia genética de espécies produtoras de biohidrogénio deverá ser 
continuamente estudada, pois o metabolismo do hidrogénio não é totalmente conhecido e 
como se pôde ver por este trabalho, estas alterações poderão aumentar significativamente a 
produção. Algumas das alterações futuras poderão passar por além de inibir genes que 
codificam para enzimas de consumo do hidrogénio, como as estirpes utilizadas neste trabalho, 
a sobreexpressão de genes da produção. 
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ANEXO I 
Composição do meio BG110: 
- K2HPO4.3H2O(0.04 g/l) 
- MgSO4.7H2O(0.075g/l) 
- CaCl.2H2O(0.036g/l) 
- Ácido cítrico (0.006 g/l) 
- citrate de ammonia e ferro (0.006 g/l) 
- EDTA (0.001 g/l) 
- Na2CO3 (0.02 g/l) 
- H3BO3 (0.00286 g/l) 
- MnCl2.4H2O (0.00181 g/l) 
- ZnSO4.7H20 (0.000222 g/l) 
- Na2MoO4.2H2O (0.00039 g/l) 
- CuSO4.5H2O (0.000079 g/l) 
- Co(NO3)2.6H2O (0.0000494 g/l) 
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ANEXO II 
 
 
Evolução da Densidade Óptica das 4 estirpes de Anabaena sp. PCC 7120 ao longo do tempo 
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Figura 6.1 - Evolução da Densidade óptica das 4 estirpes de Anabaena sp. PCC 7120 ao longo 
do tempo. 
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ANEXO III 
 
 
 
Método para determinação da Clorofila a (Meeks et al., 1971): 
A suspensão (1 mL) foi centrifugada a 14000 rpm (Eppendorf Centrifugue 5415 C) durante 3 
minutos, retirou-se o sobrenadante e a extracção de clorofila a foi feita com 1 mL de metanol a 
90% (v/v), à temperatura ambiente, no escuro. A absorvância foi determinada a 663 nm (UV 
mini 1240, Shimadzu). A quantidade de Chl a foi determinada recorrendo ao uso da equação:  
C (μg/mL) = DO663nm * 12,7. 
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ANEXO IV 
 
Consumo de Azoto em atmosferas de 100% de azoto 
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Figura 6.2 - Consumo de Azoto em atmosferas de 100% de azoto para as três intensidades luminosas 
testadas (4,20 Klux, 4,69 Klux e 9,46 Klux). Dados indicados em anexo devido aos elevados desvios 
padrão. 
 
